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摘要 : 为 了 研究 朱砂 叶 螨 Tetranychus cinnabarinus〈 Boisduval) 热 激 和 蛋白 HSP70 的 表达 与 其 适应 高 温和 低温 胁迫 的 关 
系 , 我 们 利用 物种 的 同 源 性 及 RACE 技术 , 获得 朱砂 叶 螨 热 激 蛋 白 HSP70 基因 1 个 ,命名 为 TCHSP70-4( GenBank 登 
录 号 为 EU977182)。 该 基因 全 长 2 182 bp. 包含 1 959 bp 的 开放 阅读 框 , 编码 653 个 氨基 酸 ,理论 分 子 量 为 70.9 kDa, 
等 电 点 为 5.4, 含有 HSP70 家 族 高 度 保守 的 基 序 。 运 用 real-time PCR 分 析 冷 激 (4%C ) 和 热 激 (40%C)1 h 后 TCHSP70-4 
在 朱砂 叶 螨 体内 的 表达 量 。 结 果 显 示 冷 激 后 TCHSP70-4 表达 量 明显 下 降 , 而 热 激 后 TCHSP70-4 表达 量 却 明 显 上 
升 。 这 些 结果 一 方面 表明 该 基因 属于 诱导 型 HSP70 基因 , 另 一 方面 揭示 了 朱砂 叶 螨 分 别 受到 冷 和 热 胁 迫 后 体内 
TCHSP70-4 的 表达 及 所 起 的 保护 作用 是 不 同 的 。 

关键 词 : 朱砂 叶 螨 ; 热 激 蛋白 ; HSP70 基因 ; 克隆 ; 表达 ; 温度 胁迫 ; 实时 定量 PCR 
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Cloning and expression analysis of a heat shock protein 70 gene TCHSP70-4 



































































































































































































































from Tetranychus cinnabarinus (Acari: Tetranychidae) 

LI Ming; LU Wen-Cai; FENG Hong-Zu; YUAN Liang; WANG Jin-Jun, HE Lin' (Key Laboratory of 
Entomology and Pest Control Engineering; College of Plant Protection, Southwest University; Chongqing 
400716, China) 

Abstract: In order to study the correlation between the expression of heat shock protein 70 C HSP70) and the 
adaptation to high and low temperature stress of Tetranychus cinnabarinus ( Boisduval), the cDNA of a HSP70 
gene named TCHSP70-4 was cloned by using the species homology and technique of rapid amplification of 
cDNA end (RACE) from carmine spider mite. The full-length of TCHSP70-4 cDNA (GenBank accession 
no.: EU977182) was 2 182 bp and the open reading frame (ORF) was 1 959 bp encoding a polypeptide of 
653 amino acids, with an estimated molecular mass of 70.9 kDa and an estimated isoelectric piont (pl) of 
5.40. It contained the highly conserved functional motifs of the HSP70 family. Comparative quantitative real- 
time RT-PCR was used to analyze the expression of TCHSP70-4 gene after the treatments of cold shock (4°C ) 
and heat shock (40°C) for 1 h» respectively. The results showed that the mRNA expression of TCHSP70-4 
was significantly down-regulated after cold shock and significantly up-regulated after heat shock. The result of 
TCHSP70-4 gene expression» on one hand> revealed that the gene is of induced HSP70 gene; on the other 
hand, it also revealed that its expression and protective effect were different after cold stress and heat stress. 
Key words: Tetranychus cinnabarinus; heat shock protein; HSP70 gene; cloning; expression; temperature 


stress; real-time PCR 
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一 种 重要 的 经 济 害 螨 , 可 危害 温室 和 农田 里 的 100 ”高 温 干 燥 环 境 ,在 高 温 干燥 的 年 份 常 儿 狐 危害 成 灾 ， 


多 种 作物 (Hazan et al., 1974; Ho et al.，1997), 通 并 且 具 有 忍受 大 范围 温度 变化 的 能 力 (Helle and 
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Sabeles, 1985; Veerman, 1985; 何 林 等 ，2005)。 

热 激 蛋白 (heat shock protein，HSP) 是 细胞 或 生 
物体 在 受热 或 受 病原 体 及 其 他 理化 因素 等 刺激 后 ， 
所 产生 的 一 类 在 生物 进化 中 最 保守 的 蛋白 (Christine 
et al.» 2002; Hsu et al.» 2003; Robert 2003; Neal et 
al.» 2004). IRIS HP 分 子 量 大 小 及 功能 主要 分 为 
5 个 家 族 : 小 分 子 量 HSP 家 族 (small HSP); HSP60 
家 族 ，HSP70 家 族 ，HSP90 家 族 和 HSP110 家 WK 
(Parsell and Lindquist, 1993; Moseley; 1997: Borkan 
and Gullans, 2002), 其 中 HSP70 家 族 是 最 保守 也 是 
研究 得 最 为 广泛 的 家 族 。 

HSP70 家 族 包 含 两 种 不 同 的 类 型 (Boorstein et 
al., 1994: Karlin and Brocchieri» 1998), 第 一 类 是 
HSP70, 通常 情况 下 在 细胞 内 表达 量 很 少 , 但 在 热 应 
激 或 其 他 应 激 原 的 作用 下 ,表达 迅速 增加 , 属于 诱导 
型 HSP70; 第 二 类 是 热 应 激 同 源 蛋白 70 Cheat. shock 
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开 林 等 ，2007)。 为 了 研究 HSP70 表达 与 朱砂 叶 螨 
适应 高 温和 低温 胁迫 的 相关 关系 ,我 们 对 克隆 获得 
的 4 个 HSP70 基因 之 一 ,进行 了 测序 和 序列 分 析 ， 
并 利用 相对 实时 定量 PCR 检测 体系 ,检测 了 热 激 和 
冷 激 胁迫 对 其 表达 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1. RAED ET BS 

ARP HARES E BR AG tir HR C, E EK AE ter UU A 
大 学 植物 保护 学 院 人 工 气候 室 已 饲养 5 年 , 供 试 寄 
FEA Br fet S BBL LA Vigna sesquipedalis Koern, 饲养 
条 件 为 26+ 1°C ,相对 湿度 为 55% ~ 70% ,光照 周期 
14:10(L:D)。 
1.2 主要 试剂 

Trizol 试剂 盒 购 H Invitrogen 公司 ，M-MLV 反 转 














































































































cognate protein 70，HSC70), 是 细胞 内 的 结构 蛋白 ,在 
所 有 的 细胞 内 均 能 表达 , 但 是 并 不 受 外 界 刺激 的 诱 
F, 如 热 激 或 冷 激 (Kiang and Tsokos，1998), 属于 结 
构 型 HSP70。 

在 自然 界 中 ,所 有 的 生物 都 必须 面 对 环 境 和 生 
时 的 压力 。 因 此 ,为 了 生存 ,生物 体 就 必须 产生 一 系 
的 保护 机 制 来 适应 这 些 压力 ,诱导 相关 蛋白质 (如 
HSP70) 的 合成 就 是 其 中 之 一 。 不 少 研究 结果 已 经 
证 实 HSP70 在 生物 体 获 得 热 忍 耐力 中 起 了 重要 作 
用 (Krebs，1999; Lansing et al., 2000; Denlinger et 
al.» 2001: Sørensen et al.» 2003). mi H., HSP70 对 
BME RIT OE Yn. Oe SU HL E EE Je SEO EY I SZ BL 
具有 交叉 性 , 即 一 种 胁迫 因子 诱导 机 体 表 达 HSP70 
后 ,机 体 对 其 他 胁迫 的 耐 受 性 也 同样 增加 (Sanders et 
al., 1992; Leignel et ol .，2007)。 如 朱砂 叶 螨 在 长 
期 适应 高 温 胁迫 后 ,对 阿 维 菌 素 的 抗 性 显著 增强 ( 刘 
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STA fx. AU CAA E ~ TaqDNA. Xr BE. dNTP. pMD- 
18T easy vector 连接 试剂 盒 及 荧光 定量 试剂 盒 购 EH 
TaKaRa 公司 , RACE 试剂 盒 (BD SMART RACE cDNA 
Amplification Kit) 为 Clontech 公司 产品 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 第 一 链 cDNA 的 合成 

取 200 头 朱砂 叶 螨 肉 成 螨 于 玻璃 匀 浆 器 中 义 浆 ， 
采用 Tizol 试剂 盒 进行 总 RNA 提取 ,所 有 操作 均 按照 
试剂 盒 说 明 书 进行 。 第 一 链 cDNA 的 合成 采用 TaKaRa 
反 转 录 试 剂 盒 ,操作 均 按 照 试 剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.4 引物 设计 和 PCR 反应 

根据 HSP70 家 族 保 守 区 域 ,利用 Primer 5.0 设 
计 简 并 引物 , 克隆 出 朱砂 叶 螨 HSP70 的 cDNA 片段 
后 ,利用 RACECrapid amplification of cDNA ends) 3 44 
HSP70 的 5' 和 3’ 端 序列 , 最 后 依据 $ 和 3' 端 的 非 编 
码 区 序列 设计 全 长 引物 扩 增 cDNA 全 长 ,本 研究 所 
使 用 的 PCR 反应 引物 见 表 1。 














































































































表 1 用 于 扩 增 朱砂 叶 螨 HSP70 基因 的 简 并 引物 和 RACE 特异 引物 


Table 1 The degenerate primers and specific primers for cloning HSP70 gene of Tetranychus cinnabarinus 


引物 Primer 


序列 Sequences (5' - 3’) 








简 并 引物 Degenerate primer 
3'RACE 特异 引物 3'RACE specific primer 


3'RACE 接头 引物 3' RACE adapter primer 
5' RACE 特异 引物 5'RACE specific primer 











5'RACE 接头 引物 5'RACE adapter primer 
全 长 引物 Full-length primer 








定量 引物 Real-time PCR primer 


B-actin( 内 参 ) 引 物 Reference gene specific primer 


F: CCNGARGARATHWSNGCNATGGT 
R: TANGCNACNGCYTCRTCNGGRTT 
F: CAATGAAATTGTACTGGTTGGAGGCT 
F: GAAATTGTACTGGTTGGAGGCT 
R: CTGATCTAGAGGTACCGGATCC 
R: ACGAAGAGCTTTCTCGACTGGGTC 
R: CAAGTATGCTTCGGCGGTTTC 
F: AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
F: AGAATCAGATICAAACGTTGT 
R: AAAGAGCAACAGATCTAATCT 
F: TGCTCAGACCTGTTCCGATCAACA 
R: CIGCACCGTAAGCAACAGCTTCAT 
F: GCCATCCTTCGTTTGGATTTGGCT 
R: TCTCGGACAATTTCTCGCTCAGCA 
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片段 扩 增 体系 如 下 : 0.2 ug cDNA; 3.5 mmol/L 
MgCl,» 0.2 mmol/L dNTPs, 各 0.4 pmol/L 上 游 和 下 游 
引物 ,2 个 单位 的 聚合 酶 , 配 成 50 pL PRI. 94°C 3 
min 预 变性 后 变性 30 s» 55% 退火 40 s，72% 延伸 1 
min; 共 35 个 循环 后 ,72% 延伸 10 mine 5' 和 3' 端 扩 
REX HOS PCR 技术 , 扩 增 条 件 参 照 RACE 试剂 
盒 说 明 书 进行 。cDNA 全 长 扩 增 体系 和 片段 扩 增 体 
系 相 同 , PCR 扩 增 条 件 如 下 : 94°C 3 min 预 变性 后 30 
s 变性 ,50C 退 火 40 s,72% 延伸 2 min, 共 35 个 循环 
后 ,72% 延伸 10 mino 
1.5 PCR 产物 的 克隆 与 测序 

PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 后 用 DNA 纯化 
试剂 盒 纯 化 回收 , 克隆 于 pMD-18T 载体 上 ,再 转化 
到 大 肠 杆菌 (JM109) 内 , 送 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 
司 进行 测序 。 
1.6 序列 分 析 及 同 源 性 比较 

Blast P 同 源 性 搜索 在 NCBI 网 站 进行 , 用 
DNAMAN 序列 分 析 软 件 进行 序列 及 同 源 性 分 析 , 绘 
till HSP70 系统 发 育 树 。 
1.7 利用 real-time PCR 测定 冷 激 和 热 激 后 
TCHSP70-4 的 相对 表达 量 

以 正常 温度 (26 + 1% ) 下 饲养 的 朱砂 叶 螨 种 群 
为 对 照 , 从 该 对 照 种 群 中 分 别 取 200 头 肉 成 螨 进 行 





























































































































































































































1.8 统计 分 析 

用 SPSS 12.0 分 析 软 件 ANOVA 和 Duncan 多 重 
比较 测验 来 分 析 定 量 表 达 所 得 数据 间 的 差异 (P = 
0.05 水 平 )。 


2 结果 与 分 析 





2.1 AA ARS A 70 序列 分 析 

PCR 扩 增 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 紫外 灯 
下 观察 结果 如 图 1。 经 克隆 获得 朱砂 叶 螨 热 激 蛋白 
70 基因 1 个 ,命名 为 TCHSP70-4( 为 我 们 获得 的 朱砂 
IHE 4 个 HSP70, 其 他 另 文 发 表 ), RYE PRP IE 
GenBank 中 的 登录 号 为 EU977182, cDNA 全 长 2 182 
bp» 包括 1 959 bp 的 开放 阅读 框 , 编码 653 个 氨基 酸 
(图 2)。 推 测 其 理论 分 子 量 为 70.9 kDa, 等 电 点 为 
5.40; 5' 端 非 编码 区 长 106 bp, 3' 端 非 编 码 区 长 117 
bp,polyCA) 加 尾 信 号 AATAAA 位 于 poly(A) EGF 14 
bp Xb 

TCHSP70-A 推导 的 氨基 酸 序列 包含 HSP70 家 族 
3 个 完整 的 典型 的 基 序 Cmotif): 9- 16 (IDLGTTYS )， 
197 - 210 ( IFDLGGGTFDVSIL ) 和 334 - 348 
(IVLVGGSTRIPKIQK)。 ATP-GTP 绑 定 基 序 位 于 131 
- 138; 双 组 分 核定 位 信号 (KK 和 RRLRT) 分 别处 于 





































































































1 h 冷 激 (4% ) 和 热 激 (40% ), 室温 恢复 30 min, 利用 
上 海 英 骏 公 司 的 无 DNA 污染 的 RNA 提取 试剂 盒 提 
取 RNA, H TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 反 转 录 合 成 第 一 链 
cDNA, JE E 3 次 。 

我 们 前 期 的 研究 已 经 成 功 克 隆 出 朱砂 叶 螨 B 
actin 基因 片段 (GenBank 登录 号 : ABV82698), 并 已 
通过 real-time PCR 证 明 G-actin 可 用 于 朱砂 叶 螨 定量 
分 析 。 因 此 ,以 B-actin. 基因 为 内 参 ,利用 荧光 定量 
分 析 仪 Mx3000PC Stratagene ) 对 冷 激 和 热 激 后 朱砂 叶 
WAS PA) HSP70 基因 的 表达 量 进 行 定量 分 析 , 反 应 体系 
如 下 : 2 yg cDNA; 上 下 游 引物 ( 表 1) 各 0.2 pmol/L; 
0.5 uL ROX Reference Dye II (50 x ), 12.5 pL 2 x 
SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa) fll 9.0 uL ddH, Os 
反应 条 件 如 下 : 95°C 预 变 性 10 5,95 5 8,60 20 
s Jk 45 个 循环 ; 95°C 30 s,58%C 30 s,95% 30 s 用 于 
产生 溶解 曲线 来 判断 是 否 产 生 单 一 扩 增 产物 , 产物 
的 大 小 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 , 其 中 内 参 引 物 扩 
38 Fr BH BE Jy 113 bp, 定量 引物 扩 增 片段 长 度 为 199 
bps 基因 的 相对 表达 量 用 2- 人 "方法 (two-ddCt 
method)( Livak and Schmittgen, 2001 ) 进行 计 算 , 共 3 
次 重复 。 


































































































































































































氨基 酸 的 250 — 251 及 261 - 265 位 ; 细胞 质 中 高 度 
保守 的 HSP70 C 末端 标志 性 基 序 EEVD 位 于 648 - 
651 之 间 ( 图 2). 
2.2 朱砂 叶 螨 TCHSP70-4 与 其 他 物种 HSP70 进化 
树 及 比 对 分 析 

从 GenBank 中 选择 12 种 不 同 物种 的 细胞 质 
HSP70/HSC70 氨基 酸 序 列 , 与 TCHSP70-4 基因 编码 
的 氨基 酸 序 列 一 起 构建 HSP70 系统 发 育 树 , 结果 表 
明 , 在 选择 的 12 种 生物 中 ,朱砂 叶 螨 HSP70-4 与 同 
属于 蝗 螨 目 叶 里 科 的 二 斑 叶 螨 的 HSC70 亲缘 关系 
最 近 , 这 与 其 分 类 地 位 是 一 致 的 (图 3)。 
根据 进化 树 分 析 的 结果 ,选取 二 斑 叶 螨 T. 
urticae HSC70、 水 生生 物 珍珠 贝 Pieria penguin 
HSP70、 昆 虫 意大利 蜂 Apis mellifera HSP70、 和 哺乳 动 
YS Gi Ornithorhynchus anatinus HSP70 氨基 酸 序 
列 , 与 从 朱砂 叶 螨 克隆 获得 的 TCHSP70-4 基因 编码 
的 氨 酸 序列 进行 比 对 分 析 。 结 果 显 示 , TCHSP70-4 
基因 编码 的 氨基 酸 序列 与 二 斑 叶 螨 的 HSC70 氨基 
酸 序列 的 相似 性 达到 了 9796, 与 水 生生 物 企鹅 珍珠 
贝 ,昆虫 意大利 蜂 ,哺乳 动物 鸭 嘴 曾 HSP70 氨基 酸 
序列 的 相似 性 分 别 为 83%，82% 和 82%( 图 4)。 
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图 1 朱砂 叶 螨 TCHSP70-4 基因 PCR 扩 增 结果 


Fig. 1 PCR amplification result of TCHSP70-4 gene in Tetranychus cinnabarinus 
1: DNA 分 子 量 标准 DNA maker (DL 2000); 2: 扩 增 产物 Amplification products. A: 简 并 引物 扩 增 产物 Amplification product using 
degenerate primer: B: 5’RACE 扩 增 产物 Amplification product using 5’RACE specific primer: C: 3'RACE 扩 增 产物 Amplification product using 
3'RACE specific primer: D: cDNA 全 长 扩 增 产物 Amplification product using full-length specific primer. 








从 图 4 还 可 以 看 出 ,各 物种 细胞 质 中 HSP70/ 
HSC70 高 度 保 守 , 尤其 是 70 家 族 的 3 个 特征 区 域 ， 
另外 NN 端的 保守 性 高 于 C 端 , C 端 最 后 150 个 氨基 
酸 变 化 很 大 ,但 是 最 后 4 个 氨基 酸 “FEEVD? 则 高 度 保 
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3 朱砂 叶 螨 冷 激 、 热 激 后 HSP70-4 的 相对 表达 


Ha 


通过 real-time PCR 分 析 TCHSP70-4 分 别 经 过 1 
h 的 冷 激 和 热 激 后 的 表达 水 平 ,结果 表明 : 经 1 上 冷 
激 后 , 朱砂 叶 螨 TCHSP70-4 相对 表达 量 明 显 低 于 对 
照 , 仅 为 对 照 的 57.2%; 经 1 h 热 激 后 , TCHSP70-4 











HSP70 家 族 在 进化 上 高 度 保守 , 具有 两 个 主要 
的 结构 域 : N 端 高 度 保守 的 44 kDa 结构 域 , 日 是 
ATP 的 结合 区 , 以 及 C 端 25 kDa I CBE TAA i e 
区 。 其 中 C 末端 又 可 分 成 一 个 保守 的 15 kDa 的 多 
肽 结合 功能 域 和 一 个 不 保守 的 近 C 端 10 kDa 的 可 
变 区 功能 域 (Flaherty et al.» 1990; Kiang et al.; 
1998). HSP70 家 族 包括 诱导 型 HSP70 和 结构 型 
HSP70, 大 部 分 诱导 型 HSP70 不 含 内 含 子 , 转录 后 不 


















































相对 表达 量 明 显 高 于 对 照 , 为 对 照 的 1.728 倍 
(图 5)。 








需要 经 过 剪接 加 工 ,在 应 激 状 态 下 可 优先 表达 
(Kawamoto et al., 2007). AS WE I oe ME f3 BI my 
TCHSP70-4 基因 结构 分 析 表 明 : 该 基因 编码 的 氨基 
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李 ” 明 等 : Ae wb I SEES HSP70 基因 TCHSP70-4 的 克隆 与 表达 
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SAMBAGAATCAGSTT OARS COT TOTIAACAAC TOT CTTAASATT CALS TIATACTITARAGEL TOATT TTIATTIAATICTGT ECTE 
TATTTAATACTT CATCATOAGTASSAL TL CT GLAAT CGCTATTGOAT TTOGTACSS CTTAC TOTTCTOTTG CTGTT TT CLAS CATS TALA 
B S ETP A ee TOI Lok TOT Ra dou oO ie e 


AGTTCARATTATTOCARAT GAT CASGC SAAT OGTAL ACCAC CTAGTTATGTCGOCETTCACTGATAL P0332 COTTAATTCCTOATC PT E 
WE T I ok wD ae Nds TWIST Oe a Oe PT oe eae OG Tt EDE A 


CRABAATCAAGTTOCTATGCAATCCATC ERAT ACTOTCTTCGCATOCTABAAGCTTGATIGOTCCACCATICCATGATGCCAC CGTCCAAGC 
BOR Q WV ARR FP 3 BÀ T WV Po a ER Oo E k Re EDDA T V99.AÀ 


TU ATATIFARACATTUGE LATTE AAAUT UTC BATUR TECTA EE AAA CCTAAAATTT UCTUTE FAUTT CARA C CTOAATOTAAAACCTICTC 
29. H8 EN H 5 -T T KR V A D à T EK FP X L $$ V EP Zee kk T FE 


TE CA GARS GAGATOTCAGCCATCOCTOOT CACC AADAT lA UE ett FC CGRACCATACTTC COTAAGCOTOTIACl AATEC TUTTA TAE 
PB BO1 03 wa WaT EB eT ae ee X b Uu. Be V T A o» V I T 


TETACCTGELTTACTTCAATCATACT(SAAA GA CAAC. TACTAAS GAT GE CGGTACTATTGCT GOTTT AAATCTTATCACCAT TATTAAL Ir, 
VPFAYT FRWDS QARAaATKEDA EF TIA CLA A IT Tae E 


GC CAACT ERAGE AGCTATTOCATATOGCTCTS (RC ED FAA PT T ECT IR 22,5 (2, AD TT CTGATCTTTCACTTCOCTGGTGGTALTIT 
T T BA RTPA Y b L D E K b k FE X B ELUTED LG T k KE 


TIATCTRTERATATTAR COATT GARAGE CGGTATTITTOAAGTICARATCAAC TOCTOGTGATACTCATCIICCTGGT GAAGACTITCATAS 
D wv 45 1 oh d Lb RB mou L F a ee d um ee T HOL v k SD D DOM 


CA GRATE GTCAACCACTTICATC GAAGRATTT AAG GAA SITAE AAG ATATIA LATET AA CAR AC GAG CTUTT AU SG TTS COAL 
RM VHHITIIEEFXBEHBENED ITS Rh Ke BB Y BR 


TIE FTTGT FART EE. C ARA ASA AC PTT &TPARTPARTP TACTE AGCL AGCAT TOSSA TC GAC TOTETTCATCAAGGTATCOATITOTACTC 
& D SOR oW X B OT Lo F 3 To & 3 Il GS ICD Wo bn E wo LT D T Y o3 


SA CRATE ACTAGAGCCTC GTTTC GAAGAACTC TOCTEAGACE TETTE CGATC AACATTCGAC COAGTCGCAGASAGETOTTCGCTOATC CTA 
T L T E o ST EEL eS Db r RI PLD Pee ERR Dk EZ 


AU TAGAC BAGEL ACAAGTCAAT GRARTTOTACTOOTTICGAG GC TCAACAAGCAATTIC CARBACATCCA DAAA TICTACAAGACARTC CTAS 
LOK A TUNELET kE EREL PETIT TELL NGINA Ty 


ATBACT AATAS GACTATTASC CCAGATOAS GL TOTTOCTIAC GUT ELAGE TETTE AAGET COAST CCTIABTOGT DATAA TOATE ARAT 
EL HX 5 LH P D Hà Vee t & à W Uu A Ee ee Oe B B.T 


AGTTASA GATTTAITAL TTCTT GATOTAACTECACTATCTL TTGET ATT F3, 3 TEE PT GET ES IET SET IS 'TGP 3 TERT TAAL DAAA 
V X DLL LLDVTPL 3L; IET oe Ge GP HM TÀ LI X BERN 


CACCACEATTCLAACTAACACATCTCASATATITAL TACTTACTCAS GATSATCASL PTGUT ETAT TTARTTPT AAGTRTAT EA GET RATE 
T T Le TT XT389g LI TP T TT S DA ee UL II) W A eS oe ER 


AGCBATIALCARACACAACAATCTITIT GOGTABATT TOAAT TRACT GGCTATTCCTC CAGLTCCTIOCCAGGTOTICCACAABTC GAAGTIAC 
& BT EOD ORB LELvXZITFYELZLT-Too1 o PÀà FE EVO Rae F 


UTTEGATATTURTUCTARATUUTARTATT RART TAT. AGCATTTUGRT AA GAL TRACCE ED CIA GARE, TAALA TTACE ATCAC CAATCAT AS 
Erol I5 5 NB b I LAY 2 A VD E43 IT &€—H EN. ICT IMS DXE 


AGHACGTOTITIC TRACT AACAAATIUAAABUATUUITAACÓAAGUT UAAAAATATAAAUAAUNIUATUBAAAUTTAAAUAACUYAUTIUU 
k R L3 BBQ] Ee AVHE A 5XxkYXxLrxn»p-g5s9xsSy 2 EAR YA 


Ti CTRM RATE CTTIACAAAGTTATGL TITE AUTAT PAAA. AGACTATOOAAGGC CTAAC AT AR AGATA GACT CC TOAAGAAGAL Cir 
ANOLE YA rF FE eReEOtreeaeeErFH TE DUETVY FP Ee OR 


CA AAA E TITTEL TOATASAGTC CATGAAGTT TTABAATCOT TAGAT CTSS TOAST TELL Gà As GOAAGAATIC GAGTTTAAAL 33s 
KHEUaADKEWVPODE WV LEW LD AH OLA EK EE EP EP KX OE 


AGAATTACAAGAACTIT CTAST CAST CATTACTASAATOTATCAA GOTGC CGGTG GAGCT COTOGTOCTE (CR GT RTGP E TCCT AAT 
ELQaELtLetcenwarpeirertrTespevyatrtar GCA PG & EE UMP] CB 


GLCTGGTGGCTTCOCAGGAGETGCTOC C GET ECARE TCCAAAATLAGCGTEOGACE TS CTGGA COTAC TATTOAACAS GTAGATTAGA TCT IE 
FG GT X & b Ko RD CR RET (ot P U C ROT X1 | V D5D]|* 


TIGLTCTITTAC ATTIC ATTITITIAC ATAGATITC AATGTTTTEATTTACTTTTCTTACC TETAA TTC ATAC ACT AZTAAACTTT ATTÀ 
ATTORI SAAS MANIA LARLA, 
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2 朱砂 叶 螨 TCHSP70-4 E TEPÉCRUE SE T ASE PRY A 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Tetranychus cinnabarinus TCHSP70-4 
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HSP70 家 族 特 征 基 序 用 下 划 线 标 出 ; ATP-GTP 绑 定 基 序 用 下 划 点 线 标 出 ; 双 组 分 核定 位 信号 (KK 和 RRLRT) 以 灰色 底 纹 显示 ; 细胞 
质 中 高 度 保守 的 HSP70 C 末端 标志 性 基 序 <4EEVD” 用 带 框 的 灰色 底 纹 显 示 ,3' 端 非 编码 区 polyCA) 加 尾 信 号 AATAAA 用 双 下 划 线 标 




































































tH, x 表示 终止 密码 子 。The characteristic motifs of the HSP70 family were underlined. The putative ATP-GTP binding site motif was underlined 


with dots: a putative bipartite nuclear localization signal (KK and RRLRT was shown in grey background and the cytoplasmic HSP70 carboxyl 


terminal region (EEVD) was shown in a grey box: the 3’ untranslated region that contains the consensus polyadenylation signal AATAAA was double- 


underlined. The stop codon was indicated with asterisk . 
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TUHSC70 (ABC33921) 
TCHSP70-4 (EU858007) 
SPHSP70 (CAA93590) 
RSHSP70 (AAF13877) 
TNHSP70 (ABS19873) 
AMHSP70 (XP_623130) 
HSHSP70 (NP_005337) 
MMHSP70 (BAE41082) 
RNHSP70 (NP_077327) 
OAHSP70 (XP_001510947) 











XLHSP70 (AAB97092) 
PPHSP70 (ABJ97377) 
PVHSP70 (ABJ98722) 
图 3 采用 最 大 可 能 性 方法 构建 的 




















细胞 质 HSP70 系统 进化 树 
Fig. 3 The phylogenetic tree of cytosolic HSP70 family 

members was constructed by the Maximum Likelihood Method 
TUHSC70: 二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae HSC70; TCHSP70-4: ^k 
砂 叶 螨 T. HSP70-4;  SPHSP70: W fj 
Schizosaccharomyces pombe HSP70: RSHSP70: HÄIRI Rhizopus 
stolonifer HSP70; TNHSP70: HL £X Œ Trichinella native HSP70; 
AMHSP70: 意大利 蜂 Apis mellifera HSP70; HSHSP70: 人 Homo 
sapiens HSP70; MMHSP70: 小 家 鼠 Mus musculus HSP70: 
RNHSP70: 褐 家 鼠 Rattus norvegicus HSP70; OAHSP70: Wong 4 











cinnabarinus 








Ornithorhynchus anatinus HSP70; XLHSP70: 光滑 爪 购 Xenopus 
laevis HSC70; PPHSP70: 企鹅 珍珠 由 Pteria penguin HSP70: 





PVHSP70: 35^ Ul Perna viridis HSP70. 所 用 物种 HSP70 氨基 
酸 序列 的 GenBank 登录 号 在 括号 中 给 出 。 


numbers of HSP70 amino acid sequences were shown in brackets. 





GenBank accession 





酸 序 列 包 含 了 HSP70 基因 家 族 3 个 典型 的 完整 基 


序 : HSP70-1 © PS00297 ), HSP70-2 ( PS00329) 和 
HSP70-3 C PS01036 )( Ravaux et al.» 2007), 说明 该 基 
属于 HSP70 基因 家 族 ; 另外 连续 出 现在 C 末端 
四 肽 GGMPCM 代表 任意 脂肪 族 的 残 基 )) 以 及 出 现 
G-P-LTK ]-L VI ]-E-E-V-D 说 明 








4 











的 
在 氨基 酸 末 端的 基 序 
该 基因 存在 于 旨 


亲缘 关系 最 近 的 二 广 叶 螨 最 高 ,达到 97%; Tfj | 











~ 
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胞 质 中 。 
同 源 性 分 析 显 示 TCHSP70-4 氨基 酸 与 其 


















































也 物种 











胞 质 中 的 HSP70 氨基 酸 有 很 



































构 域 在 所 有 物种 中 都 二 


























高 的 同 源 性 , 其 中 与 
有 与 
他 物种 的 比 对 结果 表明 ,ATP 结构 域 和 底 物 结合 
分 保守 ,但 C 端 结构 域 的 


保守 性 较 低 。 造 成 C 端 结构 域 在 进化 过 程 中 产生 


较 大 变异 的 原因 ,需要 结合 C 端 结构 域 的 功能 进 
































分 别 
达 量 
温 分 
结果 





照 ,但 热 激 后 却 明 显 高 于 对 照 ,说 明 该 基因 属于 诱导 


型 的 


在 1~1000 倍 间 变 化 (Lindquist，1986)， 


经 过 1h 的 冷 激 (4%C) 和 热 激 (40%C) 的 相对 表 
《预备 实验 显示 朱砂 叶 螨 存活 的 极限 低温 和 高 
别 为 4C 和 40%C, 有 关 存 活 率 的 数据 未 列 出 )， 
表明 冷 激 后 TCHSP70-4 的 表达 量 明显 低 于 对 
































FSP70。 虽 然 经 诱导 后 HSP70 的 表达 量 可 以 
晶 许 多 研究 














已 发 现 1.5 ~ 4 倍 之 间 是 有 意义 的 诱导 (Sunteh et 


al .» 


1988: Requena et al.» 1992: Qin et al.» 20032. 


TCHSP70-4 在 热 激 后 表达 量 是 对 照 的 1.728 fii. 介 


FL, 


基因 
这 与 














5~4 之 间 , 属 于 有 意义 的 诱导 , 同时 也 揭示 该 
在 朱砂 叶 旺 适应 热 胁迫 中 具有 茶 种 重要 功能 ， 


vir 


t JU ZT (2007 WIE AEM HSP70 在 B YHA E 





















































抵抗 
已 有 





常 的 


and Lindquist, 1993; 


程 (Koehn and Bayne, 1989; Hoffmann, 1995), 并 且 通 

















高 温 胁迫 方面 可 能 具有 重要 作用 的 结论 一 致 。 
研究 表明 : 合成 热 激 蛋白 是 一 个 能 量 消 耗 的 过 


"aX 












































结果 是 以 减少 其 他 蛋白 的 合成 为 代价 (Parsell 
Morimoto et al .，1994)。 冷 激 后 














TCHSP70-4 的 表达 量 较 对 照 有 明显 下 降 ,我 们 推测 ， 


朱砂 














TH 


UFI AY fe AIRD TCHSP70-4 表达 为 代价 合 
他 种 类 的 HSP 以 抵抗 冷 胁迫 。 
ER TCHSP70-4 外 ,我 们 从 朱砂 叶 螨 体内 还 获得 
外 3 个 HSP70 基因 (7CHSP70-7，7CHSP70-2 和 
































TCHSP70-3 ), 但 其 相对 表达 方面 的 测定 工作 还 未 完 
成 ,关于 这 3 个 基因 的 表达 变化 与 朱砂 叶 螨 适应 温 








TE 


最 明 














迫 的 相关 关系 的 研究 结果 ,我 们 将 另 文 报道 。 
在 不 同 的 环境 条 件 ( 如 冷 ` 热 ) 胁 迫 下 , 生物 体内 
显 的 生理 变化 之 一 是 HSP 表达 量 的 变化 。 


















































HSP70 主要 功能 是 充当 分 子 伴 侣 , 与 多 种 重 白 相互 


作用 
保持 
误 折 


wA 





TE 
Ly 


did 
砂 叶 


HSP 是 一 个 基因 家 族 , 朱砂 叶 螨 对 逆境 高 温 或 


的 适 


今生 物 抗 道生 理学 的 一 个 重要 研究 内 容 , 朱砂 叶 
W TCHSP70-4 基因 的 成 功 克 隆 以 及 分 别 在 4% 和 
40% 处理 1 h 后 表达 量 差异 的 测定 ,不 但 为 今后 进 














。 这 不 仪 有 助 于 维持 道 境 下 和 蛋白 的 折 革 能 力 和 
其 正确 的 折合 状态 , 还 能 协助 降解 机 体内 的 错 
登 或 变性 蛋白 ,从 而 避免 细胞 受 损 失 。HSP 是 



















































































研究 该 基因 在 不 同 处 理 温 度 `. 时 间 以 及 不 同 螨 
达 量 的 变化 情况 提供 依据 , 而 且 为 深入 研究 朱 
螨 适 应 高 温 胁迫 的 机 理 黄 定 了 基础 。 当 然 ， 
EC dh 


D> 



































应 不 会 只 由 一 条 HP 基因 的 表达 变化 诱 


am 











成 ,因此 ， 























其 他 HSP 基因 , 尤其 是 HSP70 基因 的 时 空 

















步 研究 。 
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BU ASAE CG AR IE n St PE DER ORO AO T 2 
步 深 入 研究 。 
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45 HAA. 朱砂 叶 螨 热 激 蛋 白 HSP70 基因 TCHSP70-4 的 克隆 与 表达 1241 
OAH=p70 MEURERRGCASCSQAQCRKGP AVG IDLETTYSCUGUFQHGHVE IIANDQCNRTTPSYUAFTDTERL IGD à 70 
TUH=s<70 er Sca ar en yt Te St ke Te oer ar reenter raster 本 25 
PPHsp70 EE E E SA EE lio 26 
AMHsp"7ü ate ane Hoe ie aree Ia EIE 一 了 一 一 35 
TERE Sa uude ki a en ser 25 


REO TORE ALP (HSP) 
QAH=p 70 BAENQUAMNPTNTVFDAERLIGRRIDDAUVUQSDMEHUPFTUVUNDAGRPEUQUEYEGETESFYPEEUSSMUL 140 


TUHsc70 | --------- g----------------- t---------- k-i-s-sk--i--d£-----t-c---i-a--- 105 
PPHsp?0 | --------- s--i--------- k---pa---------- 5----stk--ir------5-5-aa-------- 106 
AMHsp"0 /—- --------- n--d------------- tt------------ m--g-k--ik-5------ t-£--—------ 105 
TCHsp70-4  --------- g----------------- t--a------- k----- &k--is--f---s-t-c---i-a--- 105 


QaH=p 70 TEMEEIAREARYLGCKTUTNAUUTUPAYFNDSQRQATEDAGCTIAGLNULEIINEPTARAAIAYGCLDEKEUCAERN z10 


TUHsc"Üü ----- ee sve poor i ae hl eee ne ms om ten hy aap wae n in ap AON T oe ee er ow ae oe ed g-g-h- 175 
PPHsp?70 9 ----- pomerium guten em emm mt uit mq em mm ier m t m m s Im Hmm m t em n t m m irm t emet tc term mv gt | 176 
AMHsp7U |  ----- acris cripta quere cm m remm re ee et m emm i a ne ee te a eee tag-h- 175 
TOHEBp'"O-4  ---7-7- t-T-7--- p----- ESN a hte a eer ae eo he MESS oe es g-g-h- 175 
OaHsp 70 VL IFDL GGGT FD'US ILT IEDGITEUEST &GDTHL GGEDTDNENMUNHF I AE FKREHEKED I SENKRAVRRLE 280 
TUHsc70 i =y-----— a E = 一 tg--------- 245 
PPHep"O  —— -~ 一 Mosen cem d See Mon iw icto EE Ds 246 
A= p70 =- Mq deep eere 245 
TCHsp70-4  i-EEEEESEEEEEENÉ-7777-7—----77-777-—7-7--7--7--—---- OR eT Ne Gan ATT TT 245 


MBUEXOTOAGETULGEES CHSP 2) 
DàHsp?70  — TACERAKRTLSSSTQASIEIDSLYEGCIDFYTSITRARFEELNADLIRGTLDPUVEEALRDAKLDESQIHDI 350 


WTUHSETU Sm 2 和 相当 Aa-vne- 215 
MIB. | eee mm aerea M m Iu atur aea t me t M E E leet! Calme J3X-34367--8 316 
Mien ea a 下 er SHH ert Tees Hy m--ahw-s- 315 
TERHEpIDc4. ose a Soe ree h------— SG any a ree ae ee er a-vne- 315 


DAHsp"ü ULUGGSTEIPEIQELLQüDFTNHGEELNESINPDEAUZYGAAUQAAILSGDKSENUQDLLLLD'UTPLSLGIE 420 


iT ea "eene Een asi que creer Pr PEL SR ror Se Ach dij 385 
TH [efe deem de ed dhe esl 386 
Aes 70 — MEM LL 1L -------------------------------—-—- deinen io eee etes enin ssa etm utin entm 385 
TtHep"70-4 ae“ SI MPH qu uA CD DE ERE RE Cr. n uncle ler i eee 383 


TOEXOT0AUEMRUEXRPI CHSP 3) 
OAHep70 —— TACGUMTULIKENTTIPTKQTQTITTYSDHQPGULIQUYEGERAMTKDNNLLGETIELTGIPPAPRGUPQI 490 


TUHsc?2U mr Wie atre: Fecit erit ste sete ie eem errs atic etre ttorec eite hte bee rte rm reet 455 
PPHsp70 ------- BSS a Se Se S een econ Re i eit Se EM Se as ar eat oe 456 
AMHep7Q0 coocee= fpem rese cya ne wt ete rem io a arse sti ok up C6 M i O96 Co Some D WS oe ires nto tasti irim vo rone arm bo sree 455 
TOHgsB"UO-4 cers ee A an ee a ema or oe a m tam mers qe tm com it t t mat ede ree oe een qut 453 


DasFTD EVTIDIDANGCILNUSAUDESTCKENEKIT ITHDKGEL SKED IERITUAE AEEKYEREDEKQREDEUSSENSLES 560 


TUNSeI0 — ———memmmm HR qure mmn emet enin itn Rn Dy aate ed---vker-aa--g--- 525 
Pee! (a nacti Je ea eS aan Seer Sasa quiae uh de-dk-1sd----- T cetus k-riga^-g-—- 526 
AHHspyU sseresrsrssstrss Fe mmm om imm Eee dad 1 ent” Sb 7 5 ad te $25 
This i Sees mim rr esse ba a a pm t i qo ea == *d---vker-aa--g--- 523 
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4 不 同 物种 HSP70/HSC70 氨基酸 序列 相似 性 比较 
Fig. 4 Alignments of the amino acid sequence similarity of HSP70/HSC70 from different species 
PPHSP70: 珍珠 贝 HSP70 Preria penguin HSP70: OAHSP70: H$% $% HSP70 Ornithorhynchus anatinus HSP70; AMHSP70: 意大利 蜂 HSP70 
Apis mellifera HSP70; TUHSC70: — PERT HÄ HSP70 Tetranychus urticae HSP70: TCHSP70-4: 朱砂 叶 螨 HSP70-4 T. cinnabarinus HSP70-4. PF 
征 基 序 以 灰色 显示 。Typical motifs were shown in a grey box. 
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对 照 Control 冷 激 Cold shook. 热 激 Heat shock 
(26°C) (40) (40°C) 
不 同 处理 Different treatments 
图 5 朱砂 叶 螨 冷 激 和 热 激 1h 后 TCHSP70-4 
基因 的 相对 表达 量 
Fig. 5 The relative expression level of TCHSP70-4 of 




















Tetranychus cinnabarinus after 1 h heat shock and cold shock 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 Cn = 3), 柱 形 图 上 的 不 同 字母 表示 差 
异 的 显著 性 (P < 0.05)。Values are expressed as mean + SD (n - 32; 


different letters above each bar indicate statistical difference ( P < 0.05). 
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